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摘要 :【 目的】 柑橘 大 实 蝇 Bactrocera minax (Enderlein) 是 一 种 危害 严重 的 柑橘 害虫 。 本 研究 旨 在 筛选 柑橘 大 实 蝇 在 
特定 条 件 下 体内 稳定 表达 的 内 参 基因 , 以 确保 使 用 实时 奕 光 定量 PCR 分 析 目 标 基因 表达 的 可 靠 性 。[ 方 法 ] 选 择 10 
种 候选 内 参 基因 用 于 进行 实时 荧光 定量 PCR( qRT-PCR), 利用 5 种 软件 对 柑橘 大 实 晶 在 不 同 虫 态 下 (低龄 幼虫 .3 龄 
幼虫 \1 HERI SO 日 龄 师 、160 日 龄 晴 、 雄 成 虫 . 雌 成 虫 ) 以 及 成 虫 不 同 部 位 (成 虫 头 . 胸 上 腹 、 整 体 ) 中 候选 内 参 基 因 的 
Ct 值 进行 分 析 , 明确 其 表达 的 稳定 性 。【 结 果 ]】 在 柑橘 大 实 蝇 不 同 虫 态 和 成 虫 不 同 部 位 ，!10 种 候选 内 参 基 因 的 Ct fH 
都 处 于 15 -30 之 间 , 各 基因 Ct 值 的 不 同 表 明 各 基因 的 表达 量 存 在 差异 。 综合 分 析 各 种 软件 对 内 参 基因 稳定 性 的 排 
名 ,结合 geNorm 软件 对 最 佳 内 参 基因 数量 的 分 析 结 果 , 推荐 在 不 同 虫 态 下 采用 UBO, GAPDH fill GST 作为 内 参 基因 ， 
在 不 同 成 虫 部 位 中 采用 TUB, GAPDH ftl GST 作为 内 参 基因 。【 结 论 ] 为 了 获取 可 信 的 目标 基因 表达 分 析 结果 , 建议 根据 
不 同 条 件 选择 使 用 不 同 的 内 参 基 因 组 合 。 本 研究 结果 有 利于 进一步 研究 柑橘 大 实 晶 在 特定 条 件 下 的 目标 基因 表达 。 
关键 词 : 柑橘 大 实 蝇 ; 内 参 基因 ; 表达 稳定 性 ; 基因 表达 分 析 ; 实时 荧光 定量 PCR 
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Evaluation of endogenous reference genes in Bactrocera minax ( Diptera: 
Tephritidae ) 

WANG Jia, ZHAO Jing, LIU Ying-Hong" ( Institute of Entomology, College of Plant Protection, 
Southwest University, Chongqing 400716, China) 


Abstract; [Aim] The Chinese citrus fly, Bactrocera minax, is a devastating pest of citrus. Our study aims 



























































































































































































































































B 















































to screen out the stably expressed endogenous reference genes in B. minax under specified conditions to 
assure the reliability of quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis of target genes. [Methods ] Ten 
candidate reference genes were selected for qRT-PCR, and five softwares were adopted to determine the 
stability of candidate reference genes in different developmental stages ( low-instar larva, 3rd instar larva, 1 
day-old pupa, 80 day-old pupa, 160 day-old pupa, male adult, and female adult) and body parts of male 
and female adults (head, thorax, abdomen, and whole body) by analyzing the Ct value. [Results] In 
different developmental stages and body parts of adults of B. minax, the Ct values of candidate reference 
genes were between 15 and 30. The disparity of the Ct value indicated that the expression levels of genes 
were different. Based on the comprehensive analysis of stability ranking of candidate reference genes with 
the five softwares and the optimal reference gene number calculated by geNorm, UBQ, GAPDH and GST 
were recommended as the reference genes for different developmental stages, and TUB, GAPDH and GST 
for different body parts of adults. [Conclusion] To obtain the precise expression patterns of target genes 
under specified conditions, the combination of reference genes is suggested to use. Our study is conducive 
to investigating the target gene expressions in B. minax under specified conditions. 

Key words: Bactrocera minax; endogenous reference genes; expression stability; gene expression 


analysis; quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 





柑橘 大 实 晶 Bactrocera minax ( Enderlein) 是 一 斯 坦 至 中 国 的 广大 柑橘 生产 带 (Wang and Luo, 
种 危害 严重 的 寡 食 性 害虫 , 主要 为 害 各 类 柑橘 作物 1995; Dorji et al., 2006; Drew et al., 2006) 。 柑 橘 
( Allwood et al.，1999 ) ， 分 布 于 尼泊尔 .印度 ` 巴 基 大 实 蝇 的 大 暴发 往往 造成 重大 经 济 损失 ， 如 2008 
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年 在 四 川 旺 苍 地 区 的 “ 蛆 柑 ” 事 件 , 严重 影响 了 全 国 
的 柑橘 销售 ， 对 柑橘 产业 造成 巨大 破坏 (Lv et al., 
2010) 。 因 此 , 柑橘 大 实 蝇 已 逐渐 引起 广泛 的 重视 。 
柑橘 大 实 蝇 为 一 化 性 昆虫 , 晴 期 长 达 6 个 月 并 
在 此 期 间 发 生 专 性 滞 育 以 越冬 , 清 育 可 能 有 利于 应 
对 环境 压力 (Denlinger, 2002; Kostal, 2006 ) 及 同步 
成 虫 羽 化 期 与 柑橘 结果 期 ( Wang and Luo, 1995) 。 
由 于 目前 仍 无 通过 人 为 手段 打破 清 育 的 理想 办 法 ， 
因此 无 法 于 实验 室 人 工 饲养 该 害虫 ,导致 了 相关 研 
究 的 滞后 。 然 而 , 通过 揭示 滞 育 机 理 ,， 并 在 此 基础 
上 上 发掘 打破 清 育 的 方法 ,能 为 解决 人 工 饲养 的 难题 
提供 帮助 , 便于 深入 开展 研究 (Dong et al., 2013) 。 
实时 获 光 定量 PCR (qRT-PCR ) 能 快速 、 高 效 、 
准确 地 分 析 基 因 表 达 量 ( Ginzinger, 2002; Bustin et 
al., 2005; Van Guilder et al., 2008) ,从 而 被 广泛 地 
用 于 研究 生物 在 不 同 条 件 下 的 基因 表达 差异 以 揭示 
相关 分 子 机 理 。 鉴 于 不 同样 品 在 RNA 产量 质量 以 
及 反 转 录 效 率 上 可 能 存在 的 差别 , 采用 qRT-PCR 
时 需要 选用 稳定 的 内 参 基因 来 实现 对 不 同样 品 中 
RNA 的 定量 和 数据 归 一 化 。 因 此 ， 内 参 基 因 的 选 
择 对 目标 基因 表达 量 的 分 析 具 有 十 分 重要 的 意义 。 
由 于 “管家 基因 ”在 各 种 细胞 中 均 必 不 可 少 , HIER 
同 条 件 下 的 变异 最 小 , 因而 通常 被 选择 作为 qRT- 
PCR 的 内 参 基因 (Suzuki et al., 2000) 。 
昆虫 在 不 同 处 理 条 件 下 , 各 种 “管家 基因 ”的 稳 
定性 往往 存在 差异 (Van Hiel et al., 2009; Shen et 
al., 2010; Ponton et al., 2011; Bansal et al., 2012; 
Paim et al., 2012; Su et al., 2013; Yuan et al., 
2014) 。 为 了 明确 柑橘 大 实 量 在 不 同 发 育 阶 段 以 及 
不 同 部 位 表达 相对 稳定 的 内 参 基 因 , 本 研究 选取 了 
常用 的 10 种 “管家 基因 ”作为 候选 内 参 基因 并 对 其 
稳定 性 进行 了 评估 ,其 结果 有 助 于 准确 分 析 目 标 基 
因 的 表达 量 并 揭示 滞 育 的 相关 分 子 机 理 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 来 源 

2013 年 9 -10 月 于 重庆 武 隆 县 橘 园 采 集 柑橘 
KKN RR, 带 回 实验 室 解 剖 后 收集 低龄 幼 
虫 . 部 分 3 龄 幼虫 , 于 液 氮 中 保存 备用 ; 同时 ,再 从 
蛆 果 中 收集 部 分 3 龄 幼虫 , ETRAS em EWE 
WAP, 使 其 在 室外 自然 环境 中 和 人 土 化 晴 。 随 着 盆 
中 虫 体 发 育 , 依次 收集 1 日 龄 肾 、80 日 龄 晴 、160 H 
ENG AERE MERE, 于 液 氮 中 保存 备用 。 























































































































1.2 样品 收集 

收集 于 室外 自然 环境 中 发 育 的 低龄 幼虫 .3 龄 
幼虫 .1 日 龄 晴 、80 E HP .160 日 龄 晴 、 雄 成 虫 . 雌 
成 虫 用 于 分 析 不 同 发 育 阶段 候选 内 参 基 因 的 稳定 
性 ; 分 别 收集 肉 、 雄 成 虫 的 头 、 胸 E .整体 用 于 分 析 
成 虫 不 同 部 位 候选 内 参 基因 的 稳定 性 。 每 个 处 理 重 
复 3 次。 
1.3 候选 内 参 基因 

选择 10 种 “管家 基因 ”作为 候选 内 参 基因 , 包 
45: 肌 动 蛋白 基因 (4C7) 、 延 长 因子 基因 (EF)、 甘 
油 醛 -3- 磅 酸 脱 氢 酶 基因 (C4PDH) A8 6H TK 5- 转 移 
RAE D] (GST), Wi 4 Wu-6-Vs B? pu x ES AE 
( G6PDH) 核糖 体 和 蛋白 L32 JD] (RPL32) , SEHR 
脱氧 酶 辅酶 黄 素 和 蛋白 亚 基 基因 (SDHA)、 转 录 起 始 
因子 TFIID 亚 基 基因 (了 74F)、a- 微 管 蛋白 基 
(TUB) 泛 素 蛋白 基因 (VB@) 。 从 已 获取 的 转录 组 
数据 中 筛选 出 候选 内 参 基 因 的 序列 信息 ,并 使 用 软 
件 Primer Premier 6.0 分 别 对 每 种 候选 基因 设计 多 
对 引物 ,随后 通过 实时 荧光 定量 PCR 仪 绘制 每 对 
引物 的 溶解 曲线 与 梯度 浓度 扩 增 的 标准 曲线 以 检测 
每 对 引物 的 扩 增 特异 性 、 扩 增 效率 以 及 标准 曲线 的 
决定 系数 (及 ) ， 从 中 选择 一 对 最 佳 引物 (满足 无 特 
异性 扩 增 、 扩 增 效率 介 于 95% ~105% 之 间 、R > 
0. 99 等 条 件 ) ,随后 分 别 对 每 种 候选 基因 进行 实时 
荧光 定量 PCR 分 析 ( 表 1)。 
1.4 总 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 约 100 mg 于 液 气 中 保存 完好 的 实验 材料 ， 
放 入 经 液 氮 预 冷 的 研 钵 中 研磨 成 粉末 状 , 再 将 样品 
粉末 转移 至 经 液 气 预 冷 的 离心 管 中 。 使 用 Trizol iX 
剂 (Life Technologies 公司 ) 提取 样品 总 RNA， 再 利 
用 无 RNA 酶 污染 的 DNase 1( 普 洛 麦 格 生物 技术 有 
限 公司 ) 去 除 RNA 样品 中 存在 的 少量 DNA , 获得 纯 
化 的 RNA。 具 体操 作 方法 分 别 参 照 两 种 试剂 的 说 
明 书 。 最 后 采用 紫外 分 光 光 度 法 与 1.0% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 RNA 的 质量 , 保证 RNA 的 纯度 浓度、 
完整 性 。 纯 化 后 的 RNA 立即 使 用 PrimeScript™ RT 
Master Mix ( Perfect Real Time) 试剂 盒 ( 大连 宝 生物 
工程 有 限 公司 ) 进行 反 转 录 , 合成 cDNA。 具 体操 作 
方法 参考 试剂 合 说 明 书 。 每 个 处 理 重复 3 次 , 合成 
的 cDNA 于 -20C 中 保存 备用 。 
1.5 实时 菊 光 定量 PCR 

使 用 SYBR Premix Ex Taq™ II Kit 试剂 盒 ( 大 连 
宝生 物 工程 有 限 公 司 ) 对 各 个 样本 的 cDNA 进行 实 
时 荧 光 定 量 PCR 反 应 。 反 应 体系 为 25nkL ,包含 
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内 参 基因 qRT-PCR 引物 的 基本 信息 


Table 1 Information of primers of endogenous reference genes used for qRT-PCR 











基因 名 称 


Cene name 





引物 序列 (5 -3 7) 


Primer sequences 





扩 增 长 度 (bp) 


Amplicon size 





TAF F: ACAGTAACGCAAATAAGCC 195 
R: CGACGAAGGTGGTAAACTA 
me pui 
CAPDH F: GCAAACTGTGGCGTGATG 136 
R: GGTGTTGGGACACGGAAT 
A — EE 
C6PDH F: GCATCGCTACAAGGACTC 173 
R: CGTAAGGTATGGGCTTCACT 
m luc 3 
TUB F: CTGAACGCTGACTTACGC 198 
R: GAGATAACGTCCGTGTCG 
GST F: GCTACCCTTTCCACATTC 118 
R: AACCCTGCCAGTTCTCAT 
EF F: AGTGGAGGGCAAGTGTTT 164 
R: CCATACCTGGTTTCAGGATA 
F: CGTGCCAAGTGTTGGATT 
S ire R: TCAATGGTGCGACGATGT tes 


SYBR Premix Ex Tag™ I1 12.5 uL, 上 、 下 游 引物 各 1 
pL, cDNA 样品 1 uL, 无 RNA 酶 污染 ddH,O 9.5 
pL, PCR 扩 增 程序 设置 : 94%C 变性 S s; 然后 进行 
40 个 循环 : 94%C 变性 5 s, 607C 延伸 30 s; 溶解 曲 
线 : M 65 C mds 95"C , 每 隔 0.5 测定 一 次 艾 光 
信号 。 根 据 欧 光 定 量 PCR 仪 自动 计算 得 出 的 每 个 
反应 的 Cc 值 , 每 个 样品 重复 检测 3 次 , 计算 得 出 Ct 
值 的 平均 值 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

每 种 处 理 丝 设置 3 个 生物 学 重复 。 对 不 同 发 育 
阶段 而 言 , 每 个 基因 共 得 到 21 个 Ct 值 用 于 分 析 ; 
对 成 虫 不 同 部 位 而 言 ， 每 个 基因 共 得 到 24 个 Ct fH 
用 于 分 析 。 随 后 分 别 利 用 BestKeeper ( Pfaffl et al., 
2004) , NormFinder ( Andersen et al., 2004) 与 geNorm 
( Vandesompele et al., 2002) 软件 ,并 登陆 http;// 
www. leonxie. com/referencegene. php, 利用 该 网 站 上 
的 Delta CT (Silver et al., 2006) 以 及 RefFinder ( Xie 
et al., 2011) 程序 对 候选 内 参 基 因 的 Ct 值 进 行 分 
fr, 计算 出 各 基因 表达 的 稳定 性 。BestKeeper 根据 
各 组 样品 候选 内 参 基因 的 Ct 值 ， 对 样品 进行 配对 
相关 分 析 , 计算 标准 差 (SD)，, SD 小 于 1 的 内 参 基 
因 被 认为 是 稳定 表达 的 基因 , SD 越 小 , 内 参 基 因 越 
稳定 。geNorm 通过 逐步 排除 最 不 稳定 的 候选 内 参 
AED], 计算 每 个 基因 的 M (f, M 值 越 小 , 内参 基因 























扩 增 效率 ( % ) 标准 曲线 决定 系数 (RR ) 
Amplification efficiency ^ Coefficient of determination in standard curves 
101.91 0.9981 
98.19 0. 9989 
100. 66 0.9975 
96. 86 0.9987 
97.44 0.9992 
101.78 0.9992 
96.74 0.9984 
101.28 0.9979 
105.38 0.9910 
99.65 0.9977 


越 稳定 ; 此 外 通过 配对 差异 分 析 值 (Vy,,i ) 来 判定 
所 需 内 参 基因 的 最 适 数目 , V,,, ,的 默认 值 为 0.15， 
计算 结果 高 于 该 值 , 表明 需要 引入 第 n +1 个 内 参 基 
, 反之 则 不 需要 。NormFinder 结合 组 内 方差 与 组 
间 方 差 , 计算 出 稳定 值 , 稳定 值 越 小, 该 内 参 基因 越 
稳定 。Delta Ct 法 计算 每 个 候选 内 参 基因 与 其 他 基因 
Ct 值 差异 的 标准 差 (SD) ，SD 越 小 , 内 参 基 因 越 稳 
定 。 为 减少 单一 软件 分 析 产生 的 片面 性 , 本 研究 最 
终 采 用 RefFinder 程序 将 上 述 4 种 方法 分 析 得 到 的 排 
名 求 几 何平 均值 , 得 到 一 个 更 加 可 靠 的 综合 排名 指 
数 , 该 指数 越 小 , 说 明 该 内 参 基 因 越 稳定 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 候选 内 参 基因 在 柑橘 大 实 蝇 不 同 虫 态 及 成 虫 
不 同 部 位 的 Ct 值 分 析 

在 不 同 虫 态 及 成 虫 不 同 部 位 中 , 10 种 候选 内 
参 基因 经 灾 光 定量 PCR 扩 增 以 后 均 得 到 Ct 值 , H. 
都 处 于 15 ~30 之 间 。 不 同 基因 Ct 值 的 不 同 , 表明 
候选 内 参 基 因 的 表达 量 存在 差异 。 在 两 种 条 件 下 ， 
ACT, GAPDH 与 TUB 表达 量 均 相对 较 大 , 而 其 他 基 
因 表达 量 相对 较 小 (图 1) 。 不 同 候选 内 参 基因 在 各 
条 件 下 的 Ct 值 跨度 也 存在 差异 。 在 不 同 虫 态 中 ， 
TUB 的 Ct 值 跨度 最 小 (ACt 2 2. 78) , ACT 的 跨度 
最 大 (ACt=7.85)( 图 1: A); 在 成 虫 不 同 部 位 中 ， 
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图 1 


Fig. 1 
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候选 内 参 基因 在 柑橘 大 实 蝇 














成 虫 不 同 部 位 (B) 的 Cc 值 箱 型 图 


Ct value analysis of candidate reference genes in 
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UBQ 的 Ct 值 跨度 最 小 (ACt =1.665), ACT 的 跨度 
最 大 (ACt=6.61)( 图 1: B), 
2.1 候选 内 参 基因 的 稳定 性 分 析 

TE In] HR, Delta CT 和 NormFinder 软件 分 
析 显 示 GAPDH, SDHA, TAF 与 RPL32 表达 相对 较 
稳定 ; BestKeeper 软件 分 析 显 示 UBQ, GST 与 TUB 
(SD <1) ，geNorm 软件 分 析 显 示 UBQ, GST, TUB 与 
TAF(M <1) 符 合 单 内 参 条 件 ; RefFinder 软件 综合 分 
析 上 述 结果 显示 UBO, GAPDH, GST 与 SDHA 稳定 性 
相对 较 好 ( 表 2)。geNorm 分 析 中 的 配对 差异 分 析 
(V4) 值 均 大 于 默认 值 0.15( 图 2)，, 说 明 各 候选 内 
参 基因 在 该 条 件 下 的 表达 稳定 性 并 不 十 分 理想 , 需 
要 多 种 内 参 基因 组 合 使 用 来 分 析 目 标 基 因 的 表达 。 

在 不 同 成 虫 部 位 中 ，Delta CT 和 NormFinder 软 
件 分 析 显 示 TUB, GAPDH, GST 与 G6PDH 表达 相 
对 较 稳 定 ; BestKeeper 软件 分 析 显 示 UBQ, GST, 
G6PDH 与 TUB (SD <1), geNorm 软件 分 析 显 示 
GAPDH , TUB, GST, G6PDH, TAF , UBQ 与 EF(M 
<1) 符 合 单 内 参 条 件 ; RefFinder 软件 分 析 显 示 
TUB, GAPDH, GST Ej G6PDH 稳定 性 相对 较 好 ( 表 
3), geNorm 分 析 中 的 Vy,,i 值 均 大 于 0.15( 图 2)， 
说 明 在 该 条 件 下 同样 需要 多 种 内 参 基 因 组 合 使 用 来 
分 析 目 标 基 因 的 表达 





















































R2 候选 内 参 基因 在 柑橘 大 实 蝇 各 虫 态 的 稳定 性 排名 


Table 2 Stability ranking of candidate endogenous reference genes for various developmental stages of Bactrocera minax 
























































排名 Delta CT BestKeeper NormFinder geNorm RefFinder 
M E XW o — EX EN Wd EN HERO 
Ranking SD SD x [CP] ss ENG: 
Gene Gene Gene Stability value Gene M value Gene Ranking index 
1 GAPDH 1.53 UBQ 0.881 SDHA 0.744 UBQ/GST 0.554 UBQ 2.24 
2 SDHA 1.54 GST 0.966 GAPDH 0.817 - - GAPDH 2.91 
3 TAF 1.57 TUB 0. 998 RPI32 0. 820 TUB 0.870 GST 3.15 
4 RPL32 1.58 TAF 1.009 TAF 0. 899 TAF 0. 997 SDHA 3.16 
5 UBQ 1.60 RPL32 1.286 UBQ 1.092 RPL32 1.105 TAF 3.73 
6 TUB 1.63 GAPDH 1.526 TUB 1.117 GAPDH 1.185 RPI32 4.16 
7 GST 1.82 SDHA 1.840 GST 1.430 SDHA 1.269 TUB 4.24 
8 G6PDH 1.94 G6PDH 2.320 G6PDH 1.509 G6PDH 1.417 G6PDH 8.00 
9 ACT 2.36 EF 2.453 ACT 2.043 ACT 1.626 ACT 9.24 
10 EF 2.57 ACT 3.021 EF 2.280 EF 1.815 EF 9.74 


RI ”候选 内 参 基 因 在 柑橘 大 实 蝇 成 虫 不 同 部 位 的 稳定 性 排名 


Table 3 Stability ranking of candidate endogenous reference genes for various body parts of Bactrocera minax adults 















































排名 Delta CT BestKeeper NormFinder geNorm RefFinder 

d. 基因 基因 基因 稳定 值 基因 M 值 基因 排名 指数 

Ranking SD SD € [CP] T. D 

Gene Gene Gene Stability value Gene M value Gene Ranking index 

1 TUB 0.99 UBQ 0.470 GAPDH 0. 203 GAPDH/TUB 0.387 TUB 1.68 

2 GAPDH 1.01 GST 0. 773 TUB 0.220 - - GAPDH 1.78 

3 GST 1.12 G6PDH 0. 807 GST 0. 609 GST 0. 534 GST 2:71 

4 G6PDH 1.15 TUB 0.847 G6PDH 0.667 G6PDH 0. 633 G6PDH 3:72. 

5 TAF 1:22 GAPDH 1.059 TAF 0.743 TAF 0. 738 UBQ 4.14 

6 SDHA 1.23 TAF 1.154 EF 0. 783 UBQ 0. 828 TAF 5.23 

7 EF 1.41 RPL32 1.495 UBQ 1.230 EF 0.927 EF 6.70 

8 UBQ 1.43 EF 1.531 SDHA 1.166 SDHA 1.052 SDHA 8.24 

9 ACT 1.77 SDHA 2.006 ACT 1.654 ACT 1.185 RPL32 9.15 

10 RPL32 1.84 ACT 2.344 RPI32 1.668 RPL32 1.317 ACT 9.24 
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部 位 最 佳 内 参 基因 数量 的 配对 差异 分 析 ( V1) 


Fig. 2 Pairwise variation analysis ( V,,,,,) to determine 























the optimal number of reference genes for various 


developmental stages and adult body parts of Bactrocera minax 


3 讨论 





内 参 基 因 对 目标 基因 表达 量 的 分 析 具 有 重要 的 
作用 , 对 不 同 物种 内 参 基因 的 评估 报道 日 益 增 多 。 
从 已 有 的 报道 来 看 , 不 同 物种 在 不 同 条 件 下 的 最 佳 
内 参 基 因 往 往 存 在 较 大 差异 (Van Hiel et al., 2009; 
Shen et al., 2010; Ponton et al., 2011; Bansal et al., 
2012; Paim et al., 2012; Su et al., 2013; Yuan et 
al., 2014) 。 常 用 的 内 参 基 因 在 某 些 情况 下 的 表达 
可 能 并 不 稳定 ， 如 研究 烟 粉 融 目标 基因 表达 时 往往 
采用 常见 的 ACT 作为 内 参 基因 (Li et al., 2011; 
Luan et al., 2011) , 而 Su 等 (2013 ) 发 现 烟 粉 乱 ACT 
在 许多 条 件 下 的 表达 却 极 不 稳定 。 因 此 , 研究 某 物 
种 在 特定 条 件 下 的 目标 基因 表达 量 时 ,必须 事先 对 
内 参 基因 进行 评估 和 选择 , 不 能 在 未 经 验证 的 情况 
下 使 用 常见 的 内 参 基因 , 否则 可 能 会 对 分 析 结 果 造 
成 显著 影响 。 鉴 于 此 , 在 分 析 柑 橘 大 实 晶 滞 育 阶 段 
的 基因 表达 前 , 本 研究 旨 在 对 不 同 虫 态 以 及 成 虫 不 
同 部 位 的 内 参 基 因 进 行 评 估 。 

由 于 geNorm 软件 的 算法 建立 于 一 种 假设 之 上 ， 
即 两 种 最 理想 的 内 参 基 因 在 各 种 条 件 下 的 表达 量 的 
比例 大 致 相似 , 因此 , 具有 共 调 节 现 象 的 候选 内 参 
基因 在 不 同 条 件 下 的 表达 量 比值 可 能 相对 稳定 ， 从 
而 被 错误 地 认定 为 表达 最 稳定 的 内 参 基 因 
( Vandesompele et al., 2002) 。 为 尽量 避免 可 能 出 现 
的 共 调 节 现 象 对 分 析 结 果 的 干扰 , 本 研究 选取 的 10 
个 内 参 基 因 分 别 属于 不 同 的 生理 途径 , 使 其 相互 之 


























间 具 有 较 高 的 独立 性 。 此 外 ,内 参 基因 的 丰 度 也 能 
影响 分 析 结果 , 为 保证 结果 的 准确 性 ， 内 参 基因 应 
HERK, Ct 值 应 介 于 15 ~ 30 之 间 (Wan et al., 
2010; Lilly et al., 2011) 。 本 研究 所 选取 的 10 种 内 
参 基因 Ct 值 均 在 该 范围 以 内 , 表明 其 可 用 于 进 一 
步 第 选 。 由 于 采用 的 算法 不 同 , 各 个 软件 分 析 得 到 
的 结果 存在 差异 性 , 为 减少 单一 软件 分 析 产 生 的 片 
面 性 , 本 研究 利用 RefFinder 对 其 他 4 种 软件 分 析 
得 到 的 内 参 基 因 稳 定性 排名 求 几 何平 均值 ,得 到 一 
个 综合 排名 指数 ( 表 2; 表 3)。 另 外 , 根据 geNorm 
使 用 手册 ， 当 Vi 值 均 大 于 0. 15 时 , 可 以 根据 
Vi 值 趋势 选择 2 ~ 3 个 最 稳定 的 内 参 基 因 。 
此 , 结合 本 研究 在 不 同 条 件 下 所 得 V,, ,i 值 (图 2)， 
各 自选 择 3 个 内 参 基 因 最 为 合理 。 对 不 同 虫 态 而 
言 , 较 理想 的 内 参 基因 为 UBQ, GAPDH fI GST; 对 
不 同 成 虫 部 位 而 言 ， 较 理想 的 内 参 基 因为 TUB, 
GAPDH 和 GST, Lü 等 (2014) «bx REA Sc MR AS 
基因 进行 了 评估 , 结果 显示 RPL32 在 不 同 虫 态 下 表 
达 最 为 稳定 , 这 与 本 研究 结果 存在 差异 , 可 能 是 由 
不 同 的 分 析 方 法 导致 的 。 本 研究 结果 有 利于 进一步 
揭示 柑 权 大 实 晶 沾 育 期 间 的 分 子 机 理 ， 从 而 为 后 续 
深入 研究 奠定 基础 。 
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